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@ Vorrichtung zum Untersuchen eines Objekts, das sich In einer ein Substrat bedeckenden 
P rfusionsf lusslgkeit befindet 

@ Vorrichtung zum Untersuchen eines Objekts, z. B. Zellen 
und dgl.. das sich In einer ein Substrat (22) bedeckenden 
Perfusionsflussigkeit befindet, mit einer geschlossenen Per- 
fusionskammer (10). die an ihrer Unterseite eine bezuglich 
eines Substrats (22) abdichtbare Offnung (16) aufweist und 
an ihrer Oberseite geschlossen oder verschlieSbar 1st, und 
inen EinlaS und einen AuslaS fur eine Perfusionsflussigkeit 
sowi eine dffnung (26) zum Einfuhren einer Untersu- 
chungsvorrichtung aufweist. wobei der Bnlaft durch die 
Offnung (26) zum Einfuhren der Untersuchungsvorrichtung 
(28) gebildet 1st und mit einem Perfusionsflussigkeitswechs- 
ler (12), mittels dessen wahlweise verschtedene F)ussigkei> 
ten in die zur Einfuhrung der Untersuchungsvorrichtung (28) 
dienende Offnung (26) etnspeisbar sind (Fig. 1). 
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Beschreibung die an einem Substrat hafteiu einfach durchgefQhrt wer- 

den k5nnen. 

Es 1st bekannt, Zellen, Zellenverbande, Gewebe, Ge- Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung mit den 

webeschnitte, Slice-Praparate und andere Untersu- Merkmalen des Anspruchs 1 gel6st 

chungsobjekte in einer Bad- oder PerfusionsflQssigkeit 5 Weiterbildungen und vorteilhafte Ausgestaltungen 

bezQglich ihrer elektrischen Eigenschaften oder meta- der erHndungsgem^en Vorrichtung sind Gegenstand 

bolischen Eigenschaften zu untersuchen. Bei vielen Un- von UnteransprQchen. 

tersuchungsverfahren dieser Art ist ein schneller Wech- Die vorliegende Vorrichtung ermOglicht es, Objekte, 

sel der PerfusionsflQssigkeit (Tesddsung) erforderiich. wie Zellen und dergleichen, die an einem Substrat haf- 

Die Verfahren zur schnellen Applikation von Perfu- 10 ten» zu perfundieren. Die PerfusionsflQssigkeit (Testld* 

sionsflQssigkeiten bei diesen sog. Konzentrations- sung) kann rasch geSndert werdea Eine Verunreinigung 

sprungvcrfahren kdnnen generell in zwei Gruppen un- eines Bades, in dem sich das Untersuchungsobjekt vor 

terteilt werden. Erstens sogenannte Superfusionsver- und nach der Perfusion mit der Vorrichtung befinden 

fahren, bei denen man die Testldsungen mit Hilfe von soli, wird vennieden. Ein an einem Substrat haftendes 

bewegiichen oder Hxierten Mikrokapillaren Qber die 35 Untersuchungsobjekt kann im Verlaufe der Untersu- 

Untersuchungsobjekte flieDen l&6t, und zweitens Ver- chungen vom Substrat abgeldst werden, ohne dabei die 

fahrent bei denen ein suspensiertes Untersuchungsob- Perfusionskammerzu veriassea 

jekt, Z.B. eine nichtadhSrente Zelle, in ein Perfusions- Imfolgenden werden AusfOhrungsbeispiele der Erfin- 

r6hrchen eingebracht und dann durch PerfusionsfLQssig- dung unter Bezugnahme auf die Zeichnungen n^er er- 

keit» die man durch dieses R6hrchen strdmen l&Bt, per- 20 Iflutert 

fundiert wird. Bei einer solchen Einrichtung, die aus der Es zeigt 

EP 0 519 110 Al bekannt ist, verl^uft das als eine Art Fig. 1 eine vereinfachte perspektivische Ansicht der 

v n Perfusionskammer dienende R6lirchen von einem wesentlichenTeile der Vorrichtung; 

SauganschluB aus schrJLg nach unten und ist dann zu Fig. 2 eine Schnittansicht einer weiteren AusfOh- 

einer MQndung hin hakenartig schrflg nach oben ge- 25 rungsform einer. Perfusionskammer und 

krQmmt In die MQndung wird eine MeBvorrichtung, Fig. 3 eine Schnittansicht einer weiteren AusfOh- 

z. B, cine Pipette, eingefOthrt Die verschiedenen Perfu- rungsform einer Perfusionskammer. 

sionsflQssigkeiten k6nnen aus napfartigen Vertiefungen Die Vorrichtung, deren wesentliche Telle in Fig. 1 

eines drehbaren und anhebbaren Hsches, in die die dargesteilt sind, enth^t eine Perfusionskammer 10 und 

MQndung des Rdhrchens eingetaucht wird, angesaugt 30 einen PerfusionsflQssigkeitswechsler 12. Die Perfusions- 

werden. kammer 10 hat eine im wesentlichen ringfOrmige Sei- 

Aus der DD 2 18 959 Al und der DE 33 17 551 Al tenwand 14, die, eine untere Offnung 16 und eine obere 

sind geschlossene Perfusionskammern bekannt Objek- Offnung 18 der Perfusionskammer 10 begrenzt Die 

te, die sich in einer solchen Perfusionskammer beHnden, obere Offnung 18 bildet einen Sitz 20 fQr einen nicht 

sind von auBen nicht zug^nglich. 35 dargestellten, dicht schlieBenden Deckel Die untere 

Aus der WO 82/03227 ist eine Vorrichtung zimiKulti- Offnung ist an der Unterseite der Perfusionskammer 

vieren von Zellen bekannt, die einen zylindrischen K6rT mit einer Dichtung, z. B. in Form eines in einer Nut 

per aus Polycarbonat enthSlt, der an einem oder beiden sitzenden O-Ringes oder einer Elastomerschicht (nicht 

Enden kegelstumpffdrmig ausgebildet ist und eine dargesteilt) versehen, so daB die untere Offnung abdich* 

fiache Ausdrehung aufweist, in der ein PerfusionsflQs- 40 tend auf ein Substrat aufgesetzt werden kann,. auf dem 

sigkeits-EiniaBkanal sowie ein PerfusionsflQssigkeits- ein Untersuchungsobjekt 24 haftet Die Seitenwand 14 

AuslaQkanal mQnden. Die Ausdrehung bildet zusammen ist ferner mit einem von auBen oben nach innen unten 

mit einer auf das kegelstumpff6rmige Ende aiifgesetz- schr&g durchgehenden Kanal oder Loch 26 versehen, 

ten Zellkulturschale eine geschlossene Perfusionskam- durch das eine Untersuchungsvorrichtung, z. B^ wie dar- 

men Die Abdichtung zwischen dem Kdrper und der 45 ge5tellt,eineMDcropipette28fQrPatch-Clamp-Untersu- 

Zellkulturschale erfolgt durch eine sich an dem kugel- chungen oder irgendeine andere Elektrode oder Vor- 

stumpff6rmigen Teil des KOrpers befmdende O-Ring- richtung eingefQhrt werden kann. GegenQber der MQn- 

Dichtung. dung des Loches 26 weist die Seitenwand 14 einen Aus- 

Aus der DE39 23 279A1 ist eine Vorrichtung zur laB30inFormeinerRohrstutzensauf,der Qber eine nur 

Kultivation von Zellen bekannt, die eine Trdgerfolie 50 schematisch dargestellte Schlauchleitung mit einer 

enthfilt, welche zwischen zwei ineinandergreifende kon- Saugpumpe 32 verbunden ist Da sich der EinlaS ober- 

zentrische Ringe trommelfellartig eingeklemmt ist und halb des Auslasses beHndet, kann die Perfusion auch 

den Boden einer oben offenen, mit einem Zulauf und ohne Saugpumpe nur durch die Wirkung der Schwer- 

einem Ablauf versehenen Perfusionskammer bildet kraft erfolgen, sie kann kontinuierlich oder intermittie- 

Die oben geschilderten Verfahren weisen prinzipielle 55 rend durchgefQhrt werden. 
Unzulftngiichkeiten auf. So gestatten die Superfusions- Am oberen Ende mQndet das Loch 26 in einer Wanne 
verfahren keinen vollstflndigen (absoluten) Wechsel der 34, die an einem Ende mit einer Einlaufrinne 36 versehen 
das Untersuchungsobjekt umgebenden Badldsung, die- ist Ein Gewindeloch 37 dient zur Bef estigung der Perfu- 
se wird auBerdem zwangsl&uHg durch die applizierten sionskanuner an einer Halterung, wie einem Manipula- 
Substanzen kontaminiert Mit dem zweiten genannten 60 tor. 

Verfahren k()nnen nur suspendierte Objekte untersucht Der PerfusionsflQssigkeitswechsler enthfilt mehrere, 

werden, nicht jedoch Objekten wie Zellen und derglei- bei dem dargestellten Beispiel sechs nur schematisch 

chen, die an einem Substrat haften. dargestellte Vorratsbehaiter 38 fQr Perfusionsfltissigkei- 

Der vorliegenden Erfmdung liegt ausgehend von die- ten und gewQnschtenfalls SpQl- und BadflQssigkeiten. 

semStandderTcchnikdie Aufgabe zugrunde, eine Vor- 65 Die Vorratsbehaiter sind j weils mit einem Auslaufrohr 

richtung anzugeben, bei der ein schneller Wechsel der 40 und einer nicht dargestellten Abgabevorrichtung, 

PerfusionsflQssigkeit ohne Kontaminationsprobleme z. B. einer Art von Pumpe, versehen, mit der eine be- 

und eine Untersuchung einer Auswahl von Objekten, stimmte Menge der jeweiligen FlQssigkeit aus dem zu- 
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gehdrigen Auslaufrohr 40 zum Austreten gebracht wer- 
den kann. Die Anordnung mit den Auslaufrohren 40 ist 
auf einer nicht dargestellten Verstellvorrichtung ange- 
ordnet, die eine Verstellung in Querrichtung 42 und in 
liLngsrichtung 44 der Auslaufrohre 40 ermdglicht, so 
daB jedes gewiinschte Auslaufrohr auf die Einlaufrinne 
36 der Perfusionskanimer in Deckung eingesteUt wer- 
den kann. Altemativ kann z. B. auch ein PerfusionsflQs- 
sigkeitswechsler verwendet werden, bei dem die Aus- 



ist von einer wannenardgen Vertiefung 34a umgeben, 
die der Wanne 34 in Fig. 1 entspricht Das Substrat 22a 
ist ein Deckgiaschen, das sich in einer Petrischale 53 
befindet, die eine BadflOssigkeit 54 enthSlt Die Perfu- 
sionskammer (und ggf. auch der Deckel) ist mit einer 
elektrisch leitenden Schicht 49 versehen, die geerdet ist 
und als elektrische Abschimiung dient Sie kann ihrer- 
seits mit einer Isolierschicht 51 Qberzogen sein. Die Pe- 
trischale 53 steht auf einem transparenten Tisch 56 eines 



laufrohre radial an einer drehbaren Scheibe angeordnet lo inversen Mikroskops, von dem nur ein Teil eines Objek- 
sind tivs 58 dargestellt ist Solche Untersuchungssysteme 



In. die Perfusionskammer 10 kann auBerdem minde- 
stens ein Faserlichtleiter 46 (Monofaser oder FaserbQn- 
del) flOssigkeits- und gasdicht eingefOhrt sein, der eine 
Beleuchtung des Untersuchungsobjekts 24 und/oder die 
Auskopplung von Strahlung (z.B. Fluoreszenzstrah- 
lung) vom Untersuchungsobjekt ermdglicht Statt des- 
sen Oder zusfttzlich kdnnen in der Perfusionskammer 
auch ein Photodetektor» wie eine Photodiode, und/oder 



sind bekannt 

Fig. 3 zeigt einen Horizontalschnitt einer Abwand- 
lung der Perfusionskanmier 10a gem^B Fig* 2. Entspre- 
15 chende Teile sind mit den gleichen Bezugszahlen wie in 
Fig. 1 und 2 bezeichnet, denen der Buchstabe "b" ange- 
fOgt ist Das Kammervolumen wird hier in seitlicher 
Richtimg durch ein porSses, im Querschnitt etwa C-for- 
miges Bauteil 60 begrenzt, das von der ringfdrmigen 



eine Lichtquelle, wie eine LED, vorgesehen sein. 20 Seitenwand 14b mit Abstand umgeben wird, so daB ein 



SchlieBlich kann die Perfusionskammer eine Referenz- 
elektrode 48 fOr elektrophysiologische Messungen ent- 
halten. 

Zum Untersuchen eines Objektes 24, z. B. einer Zelle, 
die auf einem Substrat 22, z.B. einem Deckglaschen 
haf tet das sich in einer mit einer BadflOssigkeit gefOllten 
Petrischale befindet, wird die Perfusionskammer wie 
dargestellt, so auf das Substrat aufgesetzt, daB die Zelle 
in das von der Seitenwand 14 umschiossene Kammervo 



Zwischenraum 62 verbleibt, in dem der AusiaB 30b mfln- 
det Die Perfusionsflussigkeit im Kammervolumen 11 
wird also hier durch das pordse Bauteil 60 hindurch in 
den Zwischenraum 62 und dann durch den AusiaB 30 
25 abgesaugt Der ringfdrmige Zwischenraum 62 ist unten 
und oben geschlossen. Das pordse Bauteil 60 kann aus 
einem pordsen Sinterkdrper aus Keramik oder Kunst- 
stoff, wie PTFE oder auch aus Metall bestehen, wobei er 
dann als Abschirmung oder Referenzelektrode dienen 



lumen zu Uegen kommt Da die untere Offnung 16 der 30 kaim. Der Kdrper 50b der Perfusionskammer 10b ge 



Perfusionskammer durch das Substrat und die obere 
Offnung 18 durch den nicht dargestellten Deckel ver- 
schlossen sind, sind das zum Einfiihren der Untersu- 
chungsvorrichtung 28 dienende Loch 26 und der AusiaB 
30 die einzigen Offnungen, die vom Kammervolumen 
nach auBen fdhren. 

Dies stellt ein wesentliches Merkmal der vorliegen- 
den Perfusionskammer dar. Das Loch 26 dient gleichzei- 
tig als EinlaB fflr die Perfusionsflussigkeiten, die vom 



maB Fig. 3 kann aus emem beliebigen leitenden oder 
nichtleitenden Material. 2. B. Kunststoff, Glas, oder auch 
aus Metall bestehen. 

Die Perfusionskammer 10b gemSB Fig. 3 entspricht 
35 im ubrigen der gemSB Fig. 2, so daB sich eine weitere 
Erlauterung erflbrigt 

Die beschriebenen Ausfilhrungsbeispiele lassen sich 
in der verschiedensten Weise ausgestalten und abwan- 
deln. In der Kammerwand oder diese umgebend kann 



PerfusionsflQssigkeitswechsIer 12 in die Wanne 34 ein- 40 eine Thermostatisiervorrichtung zum Heizen und/oder 

geleitet werden. Zum Wechsel der PerfusionsflQssigkeit KOhlen des Kammervolumens vorgesehen sein, z.B. 

wird die Saugpumpe 32 m Betrieb gesetzt und die im Peltier-EIemente oder Kanile fOr em Heiz- oder Ktthl- 

Kammervolumen enthaltene FlQssigkeit durch den Aus- fluid. Die einlaBseitige MQndung der Offnung (Kanal) 26 

laB 30 abgesaugt Gleichzeidg wird neue PerfusionsflQs- oder 26a kann trichterartig, rinnenfdrmig oder in u-gend 

sigkeit in das Loch 26 eingespeist Da die Perfusions- 45 einer anderen geeigneten Weise ausgebildet sein. Die 

kammer 10 bis auf den EinlaB 26 und den AusiaB 30 Perfusionskammer und/oder ihr Deckel kdnnen aus 

geschlossen ist, geht der Wechsel schnell und grflndlich durchsichtigem oder undurchsichdgem Material beste- 

vonstatten, auBerdem smd kerne weiteren Offnungen hen. Die Perfusionskammer kann einstCckig, d. h. bis auf 

vorhanden, durch die Luft angesaugt werden kann. was EinlaB-, AusiaB- und abdichtbare Offnung geschlossen 

die Untersuchungen unter UmstSnden nachteilig beein- 50 sein. Die durch ein anliegendes Substrat abdichtbare 



trachdgt 

In Fig, 2 ist ein anderes Ausfiihrungsbeispiel einer 
Perfusionskammer fiir die vorliegende Einrichtung dar- 
gestellt Entsprechende Elemente wie in Fig. 1 sind mit 
den gleichen Bezugszeichen mit angefflgtem "a" be- 
zeichnet, so daB eine kurze Erlsluterung ausreichen durf- 
te. 

Die Perfusionskammer 10a gemlB Fig. 2 enthait ei- 
nen Kdrper 50 aus Acrylglas, der unten einen ringformi- 
gen, nftherungsweise zylindrischenTeil 14a aufweist, der 
der Seitenwand 14 in Fig. 1 entspricht Die obere Off- 
nung des ringfdnnigen Teiles 14a ist durch einen Deckel 
15 dicht geschlossen. Die untere Offnung ist von einer 
Nut umgeben, in der sich ein O-Ring 52 befindet An den 
ringfdrmigen Teil 14a schlieBt sich ein schrSg nach oben 
verlaufendes Seitenteil an, das ein Loch 26a fur die Un- 
tersuchungsvorrichtung 28a und ein Loch fur den Faser- 
lichUeiter 46a enthait Das obere Ende des Loches 26a 



55 



60 



65 



Offnung niuB sich nicht unbedingt unten befinden, sie 
kann auch in der Seitenwand vorgesehen sein. 

Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zum Untersuchen eines Objekts (24), 
das sich in einer ein Substrat (22) bedeckenden Per- 
fusionsflQssigkeit befindet, mit einer Perfusions- 
kammer (lOX die einen Perfusionsflussigkeits-Ein- 
laB (26X in den erne Untersuchungsvorrichtung (28) 
einfuhrbar ist, einen Perfusionsflussigkeits-AuslaB 
(30) und eine Offnung (16) aufweist, die an einer 
Seite der Perfusionskammer (10) angeordnet und 
mit einer Dichtung (52) versehen ist, so daB die 
Offnung (16) abdichtend auf das Substrat (22) auf- 
setzbar ist 

2. Vorrichtung nach Anspnich 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich die abdichtbare Offnung (16) an 
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der Unterseite der Perfusionskammer (10) befindet 
3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzcichnet, daB die Perfusionskammer (10) ei- 
ne durch einen Deckel (15) verschiieBbare Off nung 
(18) aufwcist 4. Vorrichtung nach Anspruch 1, da- 5 
durch gekennzeichnet, daB der PerfusionsflQssig- 
keits-EinlaB (26) aus einem Kanal besteht, der von 
der Innenseite der Perfusionskammer (10) schrflg 
nach oben verlftuft und an seinem oberen Ende von 
einer Wanne (34) zur Aufnahme von Perfusions- 10 
flQssigkeit umgeben ist 

5. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 1 bis 4, 
gekennzeichnet durch einen Perfusionsflassigkeits- 
wechsler (12), mittels dessen wahlweise verschiede- 
ne FIQssigkeiten in den zur EinfOhrung der Untcr- 15 
suchungsvorrichtung (28) dienenden Perfusions- 
flQssigkeits-EinlaB (26) einspeisbar sind 

6. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Perf usionsflQssig- 
keits-AusIaB (30) mit einer Saugpumpe (32) verbun- 20 
den ist» 

7. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 1 bis 6, 
gekennzeichnet durch einen Lichtleiter (46), der ab- 
gedichtet durch die Wand (14) der Perfusionskam- 
mer (10) hindurchgef flhrt ist 25 

8. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 1 bis 7, 
gekennzeichnet durch einen in der Perfusionskam- 
mer (10) angeordneten Lichtsensor. 

9. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 1 bis 8, 
gekennzeichnet durch eine in der Perfusionskam- 30 
mer (10) angeordnete Referenzelektrode (48). 

10. Vorrichtung nach einem der Ansprilche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) eine rmgffirmige Wand (14) aufweist, die 
unten die abdichtbare uffnung (16) und oben eine 35 
durch einen Deckel (15) versdilieBbare Offnung 
(18)bildet 

1 1. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Untersuchungs- 
vorrichtung (28) eine Milcropipette aufweist 40 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) mit einer elektrischen Abschirmung (49) 
versehen ist 

13. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 12, 45 
dadurch gekennzeichnet, daB die Perfusionskam- 
mer (10) mit einer Thermostatisiereinrichtung und 
einem Temperatursensor versehen ist 
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